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Résumé 
Les myocytes ventriculaires de souris adultes possèdent un réseau de tubules T 
particulièrement développé et complexe qui permet une propagation rapide de l'excitation 
électrique à l'intérieur de la cellule. D'autre part, les canaux K+ cardiaques, qui jouent un 
rôle majeur dans la modulation de la durée du potentiel d'action et le couplage excitation-
contraction, pourraient y être largement localisés. De plus, la contribution relative des 
courants K+ et l'architecture des tubules T sont modifiés au cours du développement ainsi 
que dans diverses conditions pathologiques, suggérant une association entre les canaux K+ 
et les tubules T. Les objectifs de la présente étude étaient de déterminer si les canaux 
potassiques fonctionnels sont préférentiellement localisés dans les tubules T des myocytes 
ventriculaires de souris adultes et de vérifier si l'augmentation générale de l'expression des 
canaux potassiques durant le développement est liée à l'apparition des tubules T dans les 
myocytes ventriculaires de souris. Les techniques de patch-clamp, d'immunofluorescence 
et de microscopie confocale ont été utilisées conjointement afin d'étudier les conséquences 
de la localisation des canaux potassiques dans les tubules T des myocytes ventriculaires de 
souris adultes. L'utilisation du double marquage, avec la wheat germ agglutinin (WGA, 
marqueur de la membrane plasmiques et des tubules T) et des anticorps spécifiques pour 
certains canaux K+ (Kv1.5, Kv2.1, Kv4.2, Kv4.3 et Kir2.1), a montré que les canaux K+ 
fonctionnels étaient localisés dans les membranes du système tubulaire transverse. D'autre 
part, des études électrophysiologiques ont été réalisées avec le formamide, un agent qui 
rompt le réseau de tubules T de la membrane périphérique, en produisant un choc 
osmotique. Les courants enregistrés sont diminués après un traitement au formamide, 
suggérant aussi que les canaux K+ fonctionnels sont localisés avec une grande densité dans 
les tubules T. La localisation des différents canaux K+, dans les ventricules de souris 
nouveau-nées, a ensuite été déterminée. Les résultats montrent qu'il n'y a pas co-
localisation entre les canaux K+ et les tubules T chez les cellules de souris nouveau-nées, 
dans lesquels des courants K+ de faibles amplitudes sont mesurés. Des évaluations des 
IV 
tubules T ont été réalisées dans certains modèles d'insuffisance cardiaque, soit le modèle de 
surexpression du récepteur adrénergique alphalB et l'infarctus par ligature de coronaire. 
Aucun changement au niveau des tubules T n'a été remarqué dans ces modèles. 
Mots-clés: tubules T, repolarisation, canaux potassiques, myocytes ventriculaires, souris 
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Abstract 
Adult mouse ventricular myocytes display a well-developed T -tubular system that 
facilitates a rapid propagation of electrical excitation into the cell interior. Cardiac K+ 
channels, which play a major role in modulation of action potential duration and excitation-
contraction coupling, could be localized in these structures. K+ currents and T -tubules 
architecture are modified during development as well as under certain pathological 
conditions, which suggestpotential association between T -tubules membrane system and 
K+ channels locations. The main objectives of our study were to determine if functional K+ 
channels were preferentially localized in T -tubules of adult mouse ventricular myocytes 
and to verify if overall augmentation of K+ channels expression during development is link: 
to T -tubules formation in mouse ventricular myocytes. Patch clamp, immunofluorescence 
and confocal microscopy were used to study consequences ofT-tubules localization for K+ 
channels in adult mouse ventricular myocytes. Double labeling with wheat germ agglutinin 
(WGA, plasma membrane and t-tubules marker) and specific antibodies for K+ channels 
(Kv1.5, Kv2.1, Kv4.2, Kv4.3 and Kir2.1) showed that functional K+ channels were 
localized in T -tubules. Electrophysiological studies performed in the presence of 
formamide, a substance which disrupt the link: between plasma membrane and T -tubules by 
an osmotic shock, showed smaller K+ currents suggesting that functional K+ channels are 
localized in T -tubules. Moreover, localization of different K+ channels, in newbom mouse 
ventric1e, has also been determined. Results showed that there is no co-Iocalization 
between K+ channelsand T-tubules in newbom mouse ventric1e myocyte, in which small 
K+ currents were recorded. Evaluation of T -tubules was performed in two left anterior 
heart failure models, adrenergic receptor alphalB overexpression and infarction by coronary 
ligation. No diminution of T -tubules or modification of the T -tubular architecture was 
observed. 
Keywords : t-tubules, cardiac repolarization, potassium channel, ventricular myocyte, 
mouse 
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1 Introduction 
1.1 La repolarisation cardiaque 
1.1.1 Repolarisation cardiaque et activité électrique 
Il existe plusieurs courants au mveau des cellules cardiaques tel les courants 
sodiques, calciques et potassiques. Ils déterminent tous différentes phases du potentiel 
d'action. La phase 0, représentant la dépolarisation rapide, est due aux canaux sodiques. 
La phase 1 de repolarisation transitoire est provoquée par des canaux potassiques. La phase 
2 de plateau est déterminée par les canaux calciques. Tandis que la phase 3, la 
repolarisation, est déterminée par l'activation des canaux potassiques et l'augmentation de 
la conductance du potassium macroscopique. Finalement la phase 4, qui est le maintien du 
potentiel de repos, dépend également des canaux potassiques mais aussi des pompes et 
échangeurs d'ions (voir figure 1.1, page 2). Il est connu depuis longtemps que la phase de 
repolarisation est régulée par les courants K+. Ces courants potassiques sont en fait des 
courants sortants de K+, qui facilitent le retour du potentiel membranaire vers son niveau 
basal.3 Après la phase de repolarisation, il y a obligatoirement une période durant laquelle 
les cellules ne peuvent être réactivées. Cette période est appelée période réfractaire. Cette 
période corresponds au temps pendant lequel tous les canaux sodiques sont dans un état 
inactivé, définissant ainsi la période réfractaire absolue. Elle peut aussi correspondre au 
temps pour lequel il n 'y a pas assez de canaux sodiques dans un état permettant leur 
réouverture, empêchant ainsi leur réactivation malgré l'atteinte du seuil de dépolarisation. 
Ceci correspond à la période réfractaire relative. La durée de ces périodes est aussi 
dépendante de la longueur du potentiel d'action qui est déterminée par les courants 
potassiques. Les périodes réfractaires sont très importantes au niveau cardiaque 
puisqu'elles permettent aux différents courants des myocytes de sortir de leur période 
d'inactivation et d'être prêt pour le prochain potentiel d'action. Les ventricules profitent 
aussi de cette pause pour se relaxer et se remplir de sang avant la contraction suivante.4 La 
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Figure 1.1 Représentation schématique d'un potentiel d'action au niveau d'un myocyte 
cardiaque (tiré de Elsevier. Goldberger :Clinical electrocardiogtaphy 7e edition) 
Cette période s'étend donc du début du complexe QRS jusqu'à la fin de l'onde T. Puisque 
l'intervalle QT est modifié par le rythme cardiaque, la valeur utilisée est l'intervalle QT 
corrigé (QTc), qui correspond à l'intervalle QT divisé par la racine carrée du RR chez 
l'humain.5 Le RR est en fait la durée en millisecondes d'un cycle cardiaque complet (voir 
figure 1.2, page 3) c'est-à-dire d'une onde R à une autre onde R,6 Le cycle cardiàque 
3 
représente les événements électriques et mécaniques résultant en une contraction auriculaire 
et ventriculaire coordonnée afin de produire la propulsion efficace de sang dans les 
circulations puLmonaire et systémique.4 Une régulation très précise de la période de 
repolarisation est importante. Une modification des courants potassiques, qui déterminent 
la phase de repolarisation, entraîne un changement dans la durée des potentiels d'action des 
cellules. Une augmentation des courants potassiques entraîne un raccourcissement des 
potentiels d'action et a contrario leur diminution provoque l'allongement de ceux-ci. Au 
niveau de l'ECG, la phase de repolarisation est représentée par l'intervalle QT. Or, il est 
maintenant prouvé que la prolongation excessive de la phase de repolarisation (allongement 
du QT) entraîne le déclenchement d'arythmies ventriculaires malignes tel les torsades de 
pointes et peuvent mener à la mort subite.7 Les torsades de pointes sont un type de 
tachycardies ventriculaires polymorphiques présentant un rythme irrégulier et une forme 
particulière de complexes QRS qui semblent augmenter d'amplitude pour ensuite diminuer 
d'amplitude ainsi de suite. Cette forme d'arythmie doit obligatoirement être accompagnée 
d'un allongement de l'intervalle QT.8 Des changements au niveau des périodes réfractaires 
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Figure 1.2 : Exemple d'un tracé d'électrocardiogramme normal 
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1.1.2 Repolarisation cardiaque et couplage excitation-contraction 
Le couplage excitation-contraction est un des concepts les plus importants en 
physiologie cardiaque, puisqu'il fait le lien entre l'activité électrique de la membrane de la 
cellule et la contraction des myofilaments de cellules ventriculaires qui mène à l'éjection de 
sang. Le couplage excitation-contraction représente le mécanisme par lequel le potentiel 
d'action entraîne la contraction de la cellule musculaire cardiaque. Au cours de la- phase 2 
du potentiel d'action (la phase plateau), il y a une entrée de calcium à l'intérieur de la 
cellule via les canaux calciques de type L, au niveau du sarcolemme et des tubules T. Cette 
quantité de calcium n'est pas suffisante pour entraîner la contraction musculaire, mais elle 
provoque une libération de calcium beaucoup plus importante du réticulum sarcoplasmique 
en agissant via les récepteurs à la ryanodine. Cette libération de calcium est communément 
appelée le «calcium-induced calcium release» (CICR).9 Lorsque le calcium est en quantité 
suffisante, il se lie à la sous-unitée C de la troponine, ce qui inactive la sous-unité 1 
(inhibitrice de l'activité ATPasique). Il se produit ensuite un changement de conformation 
de la tropomyosine, ce qui libère le site de liaison de la myosine sur le filament d'actine. 
Lorsque les sites sont libres, la contraction peut avoir lieu. Les têtes de myosine s'activent 
par l'action de l'adénosine triphosphate (ATP), elles lient ensuite leur site sur l'actine. 
Lorsque les têtes de myosine lient l' actine, il y a un changement de conformation qui 
provoque la flexion de la tête de myosine amenant ainsi le filament d'actine vers l'intérieur. 
r' 
Après la flexion de la tête de myosine, une molécule d'adénosine diphosphate (ADP) est 
relâchée, et s'il ya suffisamment d'ATP, une molécule d'ATP vient se lier à la place de 
l'ADP entraînant la dissociation entre la tête de myosine et le filament d'actine. Le cycle 
peut donc se reproduire tant qu'il ya du calcium et de l'ATP. À force de se coupler et 
découpler les filaments d'actine et de myosine causent un raccourcissement de la cellule 
musculaire, en augmentant le chevauchement des filaments dans chaque sarcomère. Il y a 
une pompe au calcium dans la cellule musculaire cardiaque, situé sur la membrane du 
5 
réticulum sarcoplasmique, qui est constitutivement active: la «sarco( endo )plasmic 
rèticulum calcium pump» (SERCA). Cette pompe retourne le calcium du cytosol dans le 
réticulum sarcoplasmique afin de rétablir les concentrations calciques basales. Lorsque la 
phase 2 arrive à sa fin, les canaux calciques se ferment. Comme il n'y a plus d'entrée de 
calcium, la SERCA arrive à ramener les niveaux calciques élevés à des niveaux de pré-
contraction. À ce moment il n'y a plus assez de calcium pour lier les troponines C et ainsi 
empêcher l'activité de la troponine I. L'échangeur sodium-calcium (NCX) contribue aussi 
à l'extrusion du calcium vers l'extérieur de la cellule (voir figure 1.3, page 6),4 Cétte 
activité cruciale de la cellule cardiaque est influencée par la repolarisation cardiaque. 
Comme mentionné dans la section 1.1.1, la cinétique de la phase de repolarisation influence 
la durée du potentiel d'action. Clark RB et al ont rapporté que la durée du potentiel 
d'action modifie l'influx calcique. JO Puisque la contraction cellulaire est dépendante de 
l'influx calcique et que la durée de celui-ci dépend de l'intensité des courants potassiques et 
de la vitesse à laquelle la cellule revient à son potentiel membranaire basal, il est évident 
que les courants de repolarisation sont des déterminants importants du couplage excitation-
contraction. S'ils sont plus faibles la période de temps nécessaire pour retourner au 
potentiel de repos s'allonge, permettant ainsi à la cellule de rester plus longtemps à un 
potentiel dépolarisé où l'entrée de calcium est possible. Ce qui provoque un allongement 
du potentiel d'action par augmentation de la phase plateau et une contraction plus forte par 
une charge de calcium plus importante. Mais le contraire est aussi possible lorsque les 
courants de repolarisation sont de grande conductance. C'est-à-dire qu'ils diminuent le 
temps nécessaire à un retour au potentiel de repos, provoquant ainsi une diminution du 
temps d'ouverture des canaux calciques qui s'ouvrent seulement au cours de la phase 
plateau. Cela entraîne une diminution du potentiel d'action par le raccourcissement de la 















Figure 1.3 Représentation schématique des différents canaux et échangeurs présents 
chez le myocyte cardiaque (D représente le NCX) tiré de Elsevier. 
Goldberger :Clinical electrocardiography 7e edition 
1.2 Les tubules T 
1.2.1 Description des tubules T 
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Les tubules T ou système tubulaire transverse sont des invaginations du sarcolemme 
recouvert d'un glycocalyx. Le glycocalyx reste associé au sarcolemme au niveau des 
tubules T.Ils sont localisés, de façon adjacente, à la jonction entre le sarcolemme et la 
citerne terminale du réticulum sarcoplasmique Il. Les tubules T sont présents seulement 
dans les cellules cardiaques et les cellules musculaires squelettiques puisque ces structures 
membranaires spécialisées ont pour fonction de coordonner l'influx calcique afin d'obtenir 
une contraction plus efficace. 12 Les différences entre les espèces sont plus marquées au 
niveau cardiaque, puisque de grandes différences existent entre les rythmes cardiaques de 
repos des espèces. Il n'y a pas de tubules T dans le myocarde des reptiles et des 
7 
amphibiens 13 ainsi que dans celui des oiseaux 14. Par contre, chez tous les mammifères 
étudiés jusqu'à présent (souris 15, rat 16, lapin 17, cobaye 18, chien 19 et humain 15), un réseau 
de tubules T est en place dans le ventricule avec des différences de complexité et 
d'importance de structure selon l'espèce et le développement postnata1.20 Au niveau 
cardiaque, les tubules T sont beaucoup plus développés dans les cellules ventriculaires que 
dans les autres structures telles les cellules auriculaires et les cellules «pacemakers ».20 
Dans ces autres structures cardiaques, ils sont pour la plupart absents, excepté dans les 
oreillettes où environ 50% des cellules posséderaient un système de tubules T irrégulier et 
éparse.21 Les tubules T sont structurellement semblables à la membrane plasmique de la 
cellule cardiaque ou musculaire (sarcolemme). Ils sont composés d'une bicouche de 
phospholipides traversée par des protéines. Ce réseau de tubules possède des extensions 
transverses, comme l'indique son nom, qui sont localisées au niveau de chaque ligne Z, 
ligne indiquant la jonction entre deux sarcomères. Puisque chaque sarcomère fait environ 2 
flm de distance, les tubules T sont situés à des intervalles réguliers d'environ 2 J..lm sur l'axe 
longitudinal des cellules musculaires cardiaques. Par contre, malgré le nom de tubules 
transverses, il existe aussi des extensions longitudinales dans ce système mais seulement 
pour les cellules cardiaques.2o 
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Figure 1.4: Représentation de la localisation des tubules T et du réticulum 
sarcoplasmique dans le myocyte cardiaque 
1.2.2 Rôles physiologiques des tubules T 
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Des expériences, faites il ya une cinquantaine d'années, par Huxley et Taylor ont 
montré qu'une dépolarisation localisée au niveau des tubules T des muscles squelettiques 
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de grenouille, entraîne une contraction de la demie du sarcomère adjacent.22 Cela a aussi 
été tenté sur des cellules de myocarde avec un résultat différent. 20 La dépolarisation 
obtenue n'est pas localisée. Cette différence pourrait être expliquée par le fait que les 
tubules T au niveau cardiaque possèdent des extensions longitudinales qui favoriseraient la 
propagation de l'influx à des régions adjacentes de la cellule.2o Comme les tubules T 
représentent une «grande» réserve de liquide extracellulaire dans le myocarde, ils 
contribuent à diminuer les distances de diffusion ainsi que le temps nécessaire au transport 
de substances, entre l'intérieure et l'extérieure de la cellule.23 Les substances transportées 
peuvent être des ions impliqués dans le potentiel d'action: Donc ces invaginations 
spécialisées de la membrane de surface ont pour fonction de transmettre rapidement le 
potentiel d'action cardiaque en profondeur de la cellule. Cela entraîne donc une contraction 
synchrone de toute la cellule.24 Au niveau cardiaque, les tubules T sont spécialisés dans le 
transport de calcium. En effet, si on le compare au myocyte squelettique, le réticulum 
sarcoplasmique de la cellule cardiaque est beaucoup moins développé et il n'entrepose pas 
assez de calcium pour provoquer une contraction complète. Le calcium manquant provient 
donc des tubules T, qui sont cinq fois plus gros dans les myocytes cardiaques par rapport 
aux tubules T des myocytes des muscles squelettiques, étant donné que leur contribution est 
plus importante.12 Comme mentionné précédemment, les tubules T représentent un 
compartiment de liquide extracellulaire qui peut permettre l'accumulation d'ions et ainsi 
influencer l'activité électrique. Par exemple, Clark et al ont rapporté que la présence d'un 
courant potassique lent et essentiellement entrant, exclusivement dans les myocytes 
ventriculaires de souris, était due à l'accumulation de potassium dans les tubules T. Cette 
accumulation d'ions potassiques entraîne l'activation de courants potassiques à rectification 
entrante. Cela se traduit en un courant K+ à rectification entrante (lKl) qui permet le 
passage d'ions potassium vers l'intérieure de la cellule lors de la fin de la repolarisation et 
contribue à la stabilisation du potentiel de repos membranaire.25 
Dans la section 1.2.1 description des tubules T, il est mentionné qu'il y a une 
différence d'expression des tubules T selon la localisation de la cellule. Par exemple, la 
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distinction la plus frappante est celle entre les oreillettes qui expriment peu de tubules T 
avec une structure de faible complexité par rapport aux ventricules qui ont un réseau très 
complexe. Il existe d'autres différences quant à l'expression des tubules T comme la 
formation de ce réseau pendant le développement. En effet, les cellules ventriculaires 
isolées de cœurs néonataux ne présentent pas de tubules T tandis que les cellules adultes 
présentent le même réseau très développé qui est décrit précédemment. Ce qui est très 
intéressant de constater c'est que dans les cellules ventriculaires le développement des 
courants calciques suit le développement des tubules T. 17 Cette corrélation laisse présager 
que les tubules T ont un rôle à jouer dans le couplage excitation-contraction. Au niveau du 
réticulum sarcoplasmique jonctionel, les récepteurs à la ryanodine qui sont les principaux 
médiateurs de la relâche de calcium induite par le calcium (CICR) sont toujours localisés, 
dans le réticulum sarcoplasmique jonctionel, de façon adjacente aux canaux calciques de 
type L, ou récepteur à la dihydropyridine localisés dans la membrane du système tubulaire 
transverse. Ces canaux permettent de produire l'influx de calcium qui déclenche le 
CICR.26 C'est pourquoi le complexe formé par les récepteurs à la ryanodine et les canaux 
calciques de type L est nommé la dyade. Cette proximité dans l'espace permet une 
augmentation locale plus rapide du calcium nécessaire à l'ouverture des canaux à la 
ryanodine qui amplifie les variations de calcium intracellulaire libre. Ceci facilite la 
relâche du calcium provenant du réticulum sarcoplasmique, principale source de calcium 
pour la contraction cellulaire.27 Les tubules T sont donc le lieu de prédilection du CICR, un 
déterminant majeur du couplage excitation-contraction.28 
D'autres situations peuvent affecter le réseau de tubules T. La mise en culture des 
cellules de myocytes en est un exemple. Le groupe de Christe a maintenu des myocytes 
ventriculaires de lapin pendant six jours en culture. Ils ont mesurés différents paramètres 
électrophysiologiques, entre autres, les courants calciques de type L, des courants 
potassiques comme le courant sortant transitoire indépendant du Ca2+ (lto) et IKI, la 
capacitance et la densité de tubules T. Il se trouve qu'après seulement 24 heures en culture, 
la capacitance cellulaire a diminué de 42 %. La capacitance cellulaire est proportionnelle à 
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la surface membranaire totale incluant les tubules T. Toujours après 24 heures, les courants 
calciques avaient diminué de 50%, IKI avait diminué de 54%. Cependant Ito n'était pas 
affecté. Tandis qu'après six jours, un rétablissement partiel des courants calciques est 
observé mais aucun changement n'est mesuré pour IKI • À ce moment, une diminution de Ito 
de 65% était observée ainsi qu'une diminution de la densité des tubules T de 57%. La perte 
de ces tubules T était surtout située aux extrémités des cellules, le centre semblait avoir 
conservé un réseau nonna1.29 Une autre étude a montré que la capacitance après quatre 
jours de mise en culture avait chuté de 51 % et que kl avait subi une diminution de 83% 
tandis que le courant potassique sensible à l'ATP (lK,AlP) avait diminué de 88%.30 
Il semble que des changements au niveau du réseau de tubules T soient observés 
lors de certaines situations pathologiques, entre autres l'insuffisance cardiaque. 19 
L'insuffisance cardiaque est définie comme l'inhabileté du cœur à pomper le sang vers la 
circulation périphérique à un débit suffisant pour subvenir à la demande métabolique du 
corps ou à l'aptitude de le faire seulement à des pressions de remplissage cardiaque 
anonnalement élevées, ou les deux.4 Dans un modèle d'insuffisance cardiaque induite par 
tachycardie chez le chien, He et al. ont montré que la densité du réseau de tubules T 
diminuait approximativement de 24%.19 Kostin et a.l avaient déjà démontrés que dans les 
cellules humaines, il y avait une perte de la densité de tubules T mais que ceux qui étaient 
encore présents étaient dilatés.31 Dans une autre pathologie cardiaque très commune, 
l'infarctus du myocarde, des changements au niveau des tubules T ont été rapportés. 
L'infarctus du myocarde est la nécrose myocardique régionale habituellement due à une 
cessation de l'irrigation sanguine prolongée. Le plus souvent, cela résulte d'un thrombus à 
un site d'athérosclérose coronarienne.4 Des infarctus du myocarde ont été provoqués chez 
la souris en faisant la ligature de l'artère coronaire gauche.32 Lorsque les cellules ont été 
isolées après une semaine et trois semaines post-infarctus, les changements suivant ont été 
observés. Une semaine après un infarctus, le système de tubules T est désorganisé, comme 
l'indique la perte du marquage habituel en strie horizontales et verticales typique du 
système tubulaires transverse. La désorganisation est encore plus visible trois semaines 
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après l'infarctus, alors qu'il n'y a plus d'évidence du marquage en strie.32 Malgré les 
résultats de ces études, il n'y a encore aucune certitude quant à la modification des tubules 
T en conditions pathologiques. En effet, bien que des changements aient été observés dans 
les études mentionnées précédemment, d'autres études préliminaires faites sur des cellules 
de ventricules humains souffrant d'insuffisance cardiaque n'ont rapporté aucun changement 
dans la densité de tubules T.20 Évidemment, le problème réside dans la difficulté de savoir 
d'où viennent les cellules observées (centre, périphérie ou extérieure de la zone infarciée). 
1.2.3 Les structures présentes au niveau des tubules T 
Comme les tubules T sont très importants au niveau des échanges ioniques et de la 
glycolyse de la cellule et surtout pour le couplage excitation-contraction, voir section 
précédente 1.2.2, il est logique de penser que les structures impliquées dans ces fonctions 
doivent être localisées au niveau de cette structure membranaire. Pour les protéines reliées 
au transport du calcium, des études ont démontré que la densité des canaux calciques de 
type L étaient plus élevée au niveau des tubules T que dans la membrane plasmique. Le 
niveau de cette concentration est variable d'une étude à l'autre, des augmentations de 
densité de trois à neuf fois ont été rapporté.28, 33 Évidemment il existe de la variabilité entre 
les espèces par rapport à cette augmentation de la densité dans le système de tubules T. Les 
résultats montrent que la concentration des protéines au niveau du ventricule de rat serait, 
entre autres, plus importante que chez le lapin.34 Des études ont déterminé que le couplage 
excitation-contraction fonctionnel nécessite la localisation des canaux calciques de type L 
et des récepteurs à la ryanodine à une très faible distance l'un de l'autre (200nm)?6 Donc, 
une concentration des canaux calciques de type L plus importante dans les tubules T qu'au 
niveau de la membrane plasmique suggère le même phénomène en regard des récepteurs à 
la ryanodine. Malgré qu'il ne soit pas la principale source de calcium pour amorcer le 
CICR, l'échangeur sodium-calcium (NCX) serait également localisé dans les tubules T. 
Aucune différence de densité du NCX dans les tubules T par rapport à la membrane 
plasmique n'a cependant été documentée pour le NCX. Mais le fait qu'il ne soit pas 
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localisé de façon adjacente aux récepteurs à la ryanodine, donc probablement pas concentré 
au niveau des tubules T, limite son impact dans des conditions physiologiques normales.28 
Par contre, dans certaines conditions pathologiques qui causent des concentrations de 
calcium intracellulaire libre plus élevées son importance relative pourrait être augmentée 
puisque que dans ces conditions une diminution du courant calcique provenant des canaux 
calciques de type Lest observée.26 L'augmentation du contenu de calcium dans le 
réticulum sarcoplasmique qui est rapporté va aussi contribuer à l'augmentation de 
l'importance du NCX car elle diminue l'amplitude de l'influx de calcium nécessaire au 
déclenchement du CICR. Finalement une augmentation du sodium intracellulaire, dû à 
l'extrusion plus importante de calcium par le NCX au repos, va promouvoir l'entrée de 
calcium lors du potentiel d'action de ces myocytes en conditions pathologiques. 
Pour les protéines transportant le sodium, les résultats montrent aussi des 
différences de concentrations entre la membrane plasmique et les tubules T, en faveur de 
ces derniers. L'échangeur Na+-H+, qui régule le pH intracellulaire en permettant 
1'évacuation d'ions H+, est concentré au niveau des disques intercalaires et des tubules T.35 
Cela pourrait avoir un impact sur le maintient du pH dans les tubules T. Tandis que la 
pompe sodium-potassium (Na+-K+-ATPase) est distribuée différemment selon 1'isoforme 
étudié malgré que les deux isoformes aient le même rôle. L'isoforme al est concentré dans 
les tubules tandis que 1'isoforme a2 a une distribution semblable entre les tubules T et la 
membrane plasmique. Ces études de localisation ont été réalisées sur des cellules 
ventriculaires de rat. 36 Cela pourrait indiquer que les tubules T représentent un endroit de 
la cellule où la régulation du sodium est différente de celle de la membrane cellulaire.2o 
Pour les canaux sodiques voltage dépendant, les résultats sont les mêmes que pour le NCX, 
c'est-à-dire qu'une localisation tubulaire a été retrouvée, mais qu'il n'y a pas d'étude sur 
les différences de densité entre le sarcolemme et les tubules T.28 
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Takeuchi et al. ont démontré que Kv4.2, un des canaux à l'origine du courant Ito, est 
localisé de façon prédominante dans les tubules T des myocytes ventriculaires de rat.23 Les 
mêmes résultats ont été obtenus pour le canal TASK-l qui lui code pour le courant Iss, chez 
le rat. 37 Quant à la protéine Kir2.1, principal déterminant du courant IKl, elle a aussi été 
retrouvée de façon majoritaire dans les tubules T par Clark et al. au niveau des myocytes 
ventriculaires de souriS?5 Jusqu'à maintenant, il y a peu de connaissance accumulée au 
sujet de la distribution et la localisation asymétrique des canaux potassiques. Pourtant les 
canaux K+ sont les canaux les plus nombreux et diversifiés au niveau cardiaque. Par 
contre, il y a une grande homologie entre tous ces canaux. Cette homologie cause problème 
pour l'obtention d'un marquage spécifique permettant d'obtenir une résolution assez grande 
afin d'assurer que la protéine soit située dans une structure d'environ 250 nm. 
Outre l'échangeur Na + -H+, une autre structure de régulation du pH est également 
présente au niveau des tubules T. Il s'agit de l'échangeur Cr-HC03.38 Puisque les tubules 
T contiennent beaucoup de protéines nécessaires au fonctionnement normal de la cellule, le 
pH doit être régulé de façon stricte?O Tout changement rapide du pH qui ne peut être 
compensé entraîne des conséquences au niveau des échanges ioniques. De tels 
changements de pH (0.1 à 0.2 unité de pH) peuvent interférer avec le CICR et les fonctions 
normales de la cellule et même l'empêcher de fonctionner pour maintenir son intégrité . 
. 1.2.4 Le marquage des tubules T 
Puisque les tubules T sont formés des mêmes substances que la membrane 
plasmique il est difficile voire impossible d'obtenir des marqueurs liant les tubules T sans 
lier la membrane plasmique. Deux types de marqueurs ont été choisis pour réaliser nos 
expériences. Premièrement le Di-8-ANEPPS qui provient de la famille des Amino-
Naphthyl-Ethenyl-Pyridinium. Ce sont des substances qui lient des composantes de la 
membrane et dont les caractéristiques optiques vont varier selon le potentiel membranaire.39 
C'est pourquoi ils sont appelés marqueurs potentiométriques. D'autres groupes de 
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recherche les ont déjà utilisés comme marqueurs de tubules T.40,41 L'autre marqueur choisi 
est la wheat-germ agg1utinin ou WGA. La WGA se lie avec les résidus d'acide sialique qui 
se retrouve dans les glycoprotéines formant le glycocalyx.42 La WGA a aussi déjà été 
utilisé comme marqueur de tubules T par d'autres groupes de recherche tel Takeuchi et a./ 
et Sedarat et a/.23 , 27 
1.2.5 La détubulation 
Pour déterminer le rôle des tubules T, il est intéressant d'étudier des cellules dont le 
réseau de tubules T a été détruit ou des cellules ne possédant pas de tubules T afin de les 
comparer à des cellules qui en possèdent. Une des grandes limites de ces études est le 
manque de similarités entre les deux types cellulaires. Il faut comparer des cellules de 
myocytes ventriculaires avec des cellules de Purkinje. Ces cellules n'ont pas la même 
densité de courants et ne partagent pas les mêmes propriétés électrophysiologiques. Une 
façon de palier à ces limites de différences entre les types cellulaires est de prendre le 
même type cellulaire et de lui enlever son réseau de tubules T. Dans cette optique, il y a au 
moins deux choix. Le premier est de mettre les myocytes ventriculaires en culture puisque 
comme mentionné précédemment après six jours de culture la densité du système de 
tubules T aura diminué de 57% surtout au niveau des extrémités de la cellule.29 La 
deuxième possibilité est de provoquer la détubulation à l'aide d'un choc osmotique. La 
technique de choc osmotique des myocytes ventriculaires cardiaques est dérivée de la 
technique au gradient de glycérol effectuée sur la cellule de muscle squelettique.43 Cette 
technique consiste à produire un rétrécissement cellulaire en perfusant un agent osmotique 
(substance qui augmente l'osmolarité d'un milieu) dans le milieu extracellulaire de la 
cellule. Ceci provoque un mouvement des molécules d'eau vers l'extérieur de la cellule 
diminuant ainsi sa taille et ainsi entraîne une diminution de la taille du système de tubule T. 
Ensuite lorsque la cellule retourne dans un environnement normal, les molécules d'eau 
reviennent à l'intérieur de la cellule, ce qui lui fait reprendre sa taille normale de façon très 
rapide. Alors que le réseau de tubules T ne peut pas reprendre sa taille aussi rapidement 
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que la membrane sarcolemmale de la cellule. Cela provoque le bris des liens entre le 
système de tubules T et la membrane plasmique. Le système de tubules T qui est resté à 
l'intérieur de la cellule, fait de nouvelles connections qui l'amène à prendre la forme de 
vacuole. Le même phénomène est observé dans la détubulation des muscles sque1ettiques.44 
Puisque la capacitance cellulaire est une mesure de la surface cellulaire et que la perte de 
tubules T équivaut à une perte de surtàce cellulaire. La détubulation se mesure par une 
chute de la capacitance cellulaire, chez le rat des diminutions de l'ordre de 30% ont été 
rapportées.33 Puisque la perfusion de 1.5 M de formamide dans le milieu cellulaire 
représente un important choc osmotique, il est nécessaire de s'assurer que cette perturbation 
n'aura pas de répercussion sur l'intégrité de la cellule. Le groupe de Orchard a déjà évalué 
les conséquences fonctionnelles de la détubulation au formamide. 33, 44 Ils ont tout d'abord 
montré que le choc osmotique n'avait aucun effet sur l'intégrité du cytosquelette.44 
Ensuite, ils ont comparé les courants calciques mesurés dans les myocytes ventriculaires de 
rats adultes à ceux des myocytes auriculaires de rats adultes. Étant donné qu'il n'y a pas de 
tubules T dans les myocytes auriculaires de rats, le traitement au formamide ne devrait pas 
les affecter de la même façon. C'est bien ce qui est observé. La relâche de calcium dans 
les myocytes ventriculaires de rats adultes traités au formamide suit une cinétique très 
similaire à celle observée dans les myocytes auriculaires de rats adultes. De plus, le 
formamide n'a pas d'effet mesurable sur les courants calciques ou bien sur la capacitance 
cellulaire des myocytes auriculaires de rats. Étant donné qu'aucun changement n'est 
mesuré dans des myocytes ne possédant pas de tubules T, cela suggère que l'effet du 
formamide est bien dû à la détubulation et non pas à un effet direct du formamide sur 
l'intégrité cellulaire ou sur les protéines.44 
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1.3 La souris comme modèle 
1.3.1 La repolarisation chez la souris 
Étant donné que cette étude évalue l'implication des tubules T dans la repolarisation 
cardiaque et que la repolarisation cardiaque est due' en grande partie aux: courants 
potassiques, il est important de savoir quels courants sont à la base de la repolarisation dans 
le modèle de cellules étudiées. Puisque les courants potassiques sont les plus diversifiés, 
une caractérisation des courants produisant la repolarisation au niveau de la cellule 
ventriculaire de souris est nécessaire. Il est aussi important de bien comprendre les 
différences entre la repolarisation des cellules de ventricule et d'oreillette, la repolarisation 
de la cellule adulte et de la cellule de nouveau-né. Les myocytes d'oreillettes de souris 
adultes, parce qu'elles ne possèdent pas de tubules T, deviennent un point de comparaison 
intéressant. C'est la même chose pour le myocyte ventriculaire de souris néonatales, qui 
n'a pas encore de tubules T. Par contre, la caractérisation des courants de ces deux modèles 
est nécessaire afin d'établir de bonnes comparaisons avec les myocytes ventriculaires de 
souris adultes. Tout d'abord, la description électrophysiologique de la cellule de ventricule 
de souris adulte sera faite (voir figure 1.4). Au niveau des courants potassiques sortant, il 
en existe trois types. Le premier est un courant transitoire sortant indépendant du C;+ qui 
est appelé «transient outward »(lto). Les correspondants moléculaires de ce courant sont 
Kv4.2 et Kv4.3.45• 46 Ensuite il yale courant à rectification retardé ultrarapide (ultrarapid 
delayed rectifier ou IKur) qui est un courant rectifiant retardé s'activant rapidement et 
s'inactivant lentement. Ce courant dépend du gène Kv1.5.47• 48 Finalement, le courant à 
l'équilibre (steady state ou Iss) correspond à un courant qui s'active relativement lentement 
et qui ne s'inactive pas, même après des dépolarisations de plusieurs secondes. Kv2.1 est le 
gène cod~t pour ce courant. l Il y a aussi un courant potassique entrant dans les myocytes 
ventriculaires de souris adultes, il s'agit de IK1 • C'est un courant qualifié de rectifiant 
entrant dont le rôle est de maintenir le potentiel membranaire de repos aux valeurs nonnales 
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mais aussi de participer à la repolarisation terminale grâce à sa partie sortante. Le gène 
Kir2.1 a été ciblé comme déterminant majeur de ce courant avec une participation possible 
de Kir2.2.49 La sommation de tous ces courants est appelée Ipeak• 
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Figure 1.5 Comparaison des courants K+ entre les cellules ventriculaires et 
auriculaires de souris adultes. l 
Maintenant que la caractérisation du modèle de base est faite, celle du myocyte 
auriculaire de souris adulte sera faite afin de procéder à une étude comparative. Certaines 
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différences sont observées entre les myocytes d'oreillettes et de ventricules de souns 
adultes. Ces différences ne se situent pas au niveau du profil des courants exprimés, 
puisque les oreillettes et ventricules de souris adultes expriment les mêmes courants. 1 , 50 
Elles se voient plutôt dans l'amplitude et la contribution relative de chaque courant. La 
. plus grande différence notée est dans le transcrit de Kv1.5. Il est exprimé trois fois plus 
abondamment dans le ventricule que dans l'oreillette. Ces données récoltées dans notre 
laboratoire, corrèlent bien avec les courants enregistrés en patch-clamp puisque IKur, le 
courant qui dépend de Kv1.5, est de faible amplitude dans l'oreillette, alors que dans le 
ventricule de souris, il est de grande amplitude et c'est un courant important pour la 
repolarisation de cette chambre cardiaque. l Même si les propriétés électrophysiologiques 
de Ito sont semblables entre l'oreillette et le ventricule, la densité de ce courant est 
beaucoup plus grande dans ce dernier. l, 50 Comme ce courant provient des protéines de 
Kv4.2 et Kv4.3, des quantifications ont été faites. Ces deux gènes ont été r~trouvés en 
quantité significative autant dans l'oreillette que dans le ventricule. Ce qui n'est pas 
surprenant puisque les deux chambres expriment Ito. Aucune différence n'a été notée quant 
à la quantité de Kv4.3. Par contre, Kv4.2 était exprimé à des niveaux 80% plus élevés dans 
le ventricule par rapport à l'oreillette, suggérant que cette différence de densité de courant 
serait due à Kv4.2 Aucune différence entre les densités de courant de Iss et de son gène 
correspondant Kv2.l n'ont été retrouvée entre l'oreillette et le ventricule. l 
Afin de pouvoir faire une comparaison entre le myocyte ventriculaire de souris 
néonatales et adultes, la repolarisation du myocyte ventriculaire de souris néonatales doit 
être caractérisée. Comme pour les tubules T, un changement de la repolarisation est 
observée pendant le développement postnatal des cellules de ventricules de SOuriS.51 , 52 Il 
est difficile de faire un parallèle avec les différences observées dans la comparaison 
ventricule/oreillette et celles vues dans la comparaison ventricule adulte/ventricule 
nouveau-né. Entre l'oreillette et le ventricule, les différences observées se situent au niveau 
des amplitudes de courant. Tandis que dans la comparaison nouveau-né/adulte, les 
différences sont essentiellement au niveau des différents courants potassiques qui causent la 
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repolarisation. Tout d'abord IKl , ce courant est observé dès le stade fœtal. Lors du 
développement des cellules du stade fœtal au stade néonatal, l'expression du canal devient 
quatre fois plus importante, ce qui se traduit par une augmentation de l'expression de IKI • 
Étrangement, aucun changement n'est observé pour les densités de courant au cours de 
cette même période.51 Une étude antérieure dans le laboratoire a démontré qu'une 
progression de la densité de IKI est observée dans les sept premier jours de vie pour 
atteindre les niveaux adultes au jour sept.52 Ito est présent dès le jour de la naissance, puis 
le courant devient plus important lorsque la cellule vieillit. La plus grande progression 
dans la densité de Ito se produit entre les jours sept et 20 de vie. Au jour 20 postantal, il a 
atteint une amplitude de courant similaire à celle enregistrée dans les myocytes 
ventriculaires de souris adultes. 52 Le même patron de développement est observé pour le 
courant Iss. Son pic de développement est situé entre les jours sept et 20 après la naissance. 
Par contre, il n'y a pas de progression de Iss entre les jours un à sept contrairement à I to•52 
Un des courant important pour la repolarisation dans la cellule adulte, IKur, n'est pas 
exprimé dans la cellule de nouveau-né.51 , 52 Par contre, il y a dans la cellule ventriculaire de 
nouveau-né d'autres courants potassiques à la base de la repolarisation qui ne sont pas 
présent dans la cellule ventriculaire adulte. Ces courants sont aussi présents dans d'autres 
organismes, tel les cobayes, où ils ont un rôle à jouer dans la repolarisation des cellules 
ventriculaires adultes, il s'agit de la composante rapide du courant K+ à rectification 
retardée soit IKr et de la composante lente du courant K+ à rectification retardée ou IKs•53 
Wang et al ont rapporté que IKr, le courant contribuant de façon majoritaire à la 
repolarisation au stade fœtal, subit une diminution importante lors du jour 1 après la 
naissance mais encore plus importante au jour 3 de vie.54 Dans le cas de IKs c'est le 
contraire qui se produit. Au stade fœtal, il n'a pas beaucoup d'importance. Lors du jour 1 
après la naissance, il est aussi important que IKr et finalement chez la souris de 3 jours il est 
le courant le plus important pour la repolarisation dans le myocyte ventriculaire de 
nouveau-né. 54 Après le jour 3, IKs diminue pour finalement disparaître au jour 7.54 
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1.3.2 Les tubules T chez la souris 
Le système de tubules T est présent dans les cellules de myocarde ventriculaire de 
tous les mammifères. Chez la souris, il est particulièrement bien développé au niveau de 
l'abondance. Par contre, un niveau de pléiomorphisme important est observé. La forme 
caractéristique des tubules T en treillis est moins ordonné chez la souris lorsque comparé 
avec les tubules T de cobayes, chiens et singes. Ce qui confère une apparence un peu plus 
primitive au système de tubules T de la souriS.55 Comme les tubules T sont très développés 
chez la souris, cela en fait un modèle intéressant pour l'étude de cette structure. Chez les 
mammifères, le rôle des tubules T est de provoquer une contraction musculaire plus rapide 
et mieux coordonnée. Ils font cela en apportant un espace qui diminue la distance de 
diffusion qui est trop grande dans les cardiomyocytes de mammifères à une valeur optimale 
pour l'obtention d'une excitation diffuse. Une excitation diffuse est une des conditions 
nécessaire à une contraction coordonné dans toute la cellule.55 Dans les souris, dont le 
cœur bat à des rythmes avoisinant les 600-700 battements par minutes, les tubules T 
seraient donc plus importants.2o 
1.4 Hypothèse et objectifs 
Les myocytes ventriculaires de souris adultes possèdent un réseau de tubules T 
particulièrement développé et complexe. Ce réseau d'invagination de membranes 
plasmiques permet une propagation rapide de l'excitation électrique à l'intérieur de la 
cellule. D'autre part, les canaux K+ cardiaques jouent un rôle majeur dans la modulation de 
la durée du potentiel d'action et le couplage excitation-contraction. Dans le but d'optimiser 
leur rôle dans le processus de repolarisation, les canaux K+ pourraient être largement 
localisés dans les tubules T. De plus, les courants K+ et l'architecture des tubules T sont 
modifiés durant le remodelage cardiaque associé au développement ainsi que sous diverses 
conditions pathologiques incluant la défaillance cardiaque. Ces observations suggèrent une 
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association potentielle entre les tubules T et les canaux K+. Cependant, très peu d'études 
sur une relation potentielle entre les canaux K+ et les tubules T ont jusqu'à présent été 
réalisées. 
Les objectifs de la présente étude sont (1) de déterminer si les canaux potassiques 
fonctionnels sont préférentiellement localisés dans les tubules T des myocytes 
ventriculaires de souris adultes, (2) de vérifier si l'augmentation générale de l'expression 
des canaux potassiques durant le développement est liée à l'apparition des tubules T dans 
les myocytes ventriculaires de souris et 56 d'évaluer l'impact de l'insuffisance cardiaque sur 
la structure des tubules T. 
Les techniques de patch-clamp, d'immunofluorescence et de microscopie confocale 
seront utilisées conjointement afin d'étudier les conséquences physiologiques de la 
localisation des canaux potassiques dans les tubules T des myocytes ventriculaires de souris 
adultes. L'imagerie confocale de myocytes ventriculaires marqués avec la « wheat germ 
agglutinin » (WGA) sera utilisée pour visualiser la membrane plasmique et les tubules T 
des myocytes. Un double marquage sera réalisé avec la WGA et des anticorps spécifiques 
pour certains canaux K+ (Kv1.5, Kv2.1, Kv4.2, Kv4.3 et Kir2.1) afin d'établir si ces canaux 
sont également localisés dans les tubules T des myocytes ventriculaires. D'autre part, des 
études électrophysiologiques seront réalisées pour mesurer des courants K+ (IKur, Iss, Ito et 
IK1) présents dans les myocytes ventriculaires de souris. Des évidences directes sur le rôle 
fonctionnel des tubules T dans la repolarisation cardiaque sera fournie par la 
« détubulation » avec la formamide, un agent causant un choc osmotique qui entraîne la 
rupture du réseau de tubules T de la membrane périphérique. 
L'absence de réseau de tubules T développés dans les ventricules de souns 
nouveau-nées suggère une distribution subcellulaire des canaux K+ différente de celle 
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rencontrée chez la souris adulte. Ceci pourrait fournir une explication structurelle pour la 
faible densité de courant K+ observée dans le cœur de souris nouveau-nées. Également, 
afin d'approfondir les évidences suggérant que la majorité des canaux K+ fonctionnels sont 
préférentiellement localisés dans les tubules T, l'évaluation du lien entre le développement 
postnatal de la repolarisation cardiaque et l'acquisition d'un réseau de tubules T mature et 
fonctionnel sera faite. Les mêmes approches expérimentales décrites à l'objectif 1 seront 
utilisées. 
Puisque des indications, sur la modification de l'architecture des tubules T dans 
l'insuffisance cardiaque ont été rapportées dans la littérature, une évaluation du réseau de 
tubules T, par la WGA, sera effectuée dans deux modèles d'insuffisance cardiaque. Soit, 
un modèle de surexpression du récepteur adrénergique alphalB et un modèle par infarctus 
suite à la ligature de l'interventriculaire antérieure. 
Ces études permettront d'approfondir la compréhension des conséquences 
fonctionnelles de la localisation des canaux potassiques dans les tubules T et également de 
fournir des informations importantes sur le rôle fonctionnel des canaux K+ cardiaques en 
conditions physiologiques et lors de certaines conditions pathologiques. 
2 Matériel et Méthodes 
2.1 Isolation de myocytes ventriculaires 
Des souris CD1 adultes, de sexe masculin (âgées de 2 à 3 mois, pesant entre 25 et 
30 grammes) ont été injectées avec de l'héparine. Ensuite, les souris ont été anesthésiées 
par l'inhalation d'isoflurane avant d'être sacrifiées par dislocation cervicale. Le cœur a 
rapidement été retiré de la cage thoracique, pour ensuite être perfusé de façon rétrograde 
par l'aorte sur un appareil de Langendorff modifié avec les solutions suivantes (A) 5 
minutes avec une solution de Tyrode, tamponnée à l'HEPES contenant (en mM): 130 
NaCI, 5,4 KCI, 1 CaCb, 1 MgCb, 0,33 Na2HP04, 10 HEPES et 5,5 de glucose (pH ajusté à 
7,4 avec du NaOH IN) (B) 10 minutes avec une solution de Tyrode sans calcium (C) 20 
minutes avec une solution de Tyrode sans calcium contenant 73,7 Ulml de collagénase 
Type 2 (Worthington Co. Ltd, Freehold, NJ, USA); 0,1% d'albumine bovine sérique (BSA; 
Fraction V, Sigma Chemical Co., St-Louis, MO, USA); 20 mM de taurine et 30 llM de 
CaCb. Finalement en (D) une solution Kraft-Bruhe contenant (en mM) 100 K+-glutamate, 
10 K+ -aspartate, 25 KCI, 10 KH2P04, 2 MgS04, 20 taurine, 5 créatine base, 0,5 EGT A, 5 
HEPES, 0,1% albumine bovine sérique et 20 glucose (pH ajusté à 7,2 avec du KOH 1 N). 
Pendant la perfusion, les solutions sont maintenues à 37±1°C et elles sont constamment 
oxygénées. À la fin de la perfusion, la paroi libre du ventricule droit a été isolée et coupée 
en petits morceaux. Ensuite, les morceaux ont été remués doucement, en faisant un 
mouvement de haut en bas, avec le liquide dans une pipette Pasteur de verre. Les cellules 
ont été filtrées à travers un filtre de 150 pm de type Mesh, les myocytes ventriculaires 
isolés ainsi obtenus sont maintenus dans une solution Kraft-Bruhe à 4 degré celcius jusqu'à 
leur utilisation. 
2.2 Microscopie confocale 
Des cellules ventriculaires ont été isolées avec la technique décrite ci-dessus. 
Toutes les solutions utilisées pour la microscopie confocale sont à base de salin tamponné 
au phosphate (PBS) à pH 7,4. Les cellules ont adhéré sur des lamelles couvertes de 
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laminine (15 Ilg/ml) pour 1 heure à 37 degré Celcius, 5% CO2• Les cellules ont été fixées 
(2% paraformaldéhyde, pH 7,2, 20 minutes, température de la pièce) ensuite une 
perméabilisation et un blocage ont été effectués simultanément (2% sérum d'âne normal, 
0,5% Triton X-100, 1 heure à la température de la pièce). Trois lavages avec du PBS (pH 
7,4) ont été fait à la suite de chaque étape. Après une incubation d'une nuit avec un 
anticorps polyc1onal primaire de lapin à 4 degré Celcius (soit Kv1.5, Kv4.2, Kv4.3, Kv2.1, 
Kir 2.1, minK ou KvLQT1, les dilutions et compagnies de chaque anticorps sont décrites 
dans le tableau 2.1), les cellules ont été lavées avec du PBS. Elles ont par la suite été 
incubées pour 1 heure, à la température de la pièce, dans l'obscurité avec un anticorps 
d'âne anti-Iapin conjugué avec le tetraméthylrhodamine-isothiocyanate (1 :400, 1% sérum 
d'âne normal, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA). Dans des expériences 
contrôles, l'anticorps primaire a été omis. Les cellules ont, à nouveau, été lavées avec du 
PBS, avant de bloquées les réactions de liaisons non spécifiques une deuxième fois, 
pendant 30 minutes à la température de la pièce, dans une solution contenant 2% 
d'albumine bovine sérique. Par la suite, une incubation d'une heure avec la WGA couplé à 
l'Oregon Green 488 (1: 1 0, 1 % albumine bovine sérique, Molecular Probes, Carslbad CA, 
USA) a été réalisée. Finalement, les cellules ont été lavées avant de monter les lamelles sur 
des lames en utilisant 1 mg/mL de 1,4-Diazabicyc1o[2.2.2]octane (Dabco) dilué avec 80% 
de glycérol. Les lames ont été observées avec un microscope Zeiss Axiovert 100M couplé 
à un système de laser Zeiss LSM 510. Les déconvolutions des images ont été faites avec 
les logiciels de la compagnie Huygens. 
Tableau 2.1 Les dilutions pour les anticorps des canaux potassiques au niveau des 
ventricules de souris adultes 
Kv1.5 Kv2.1 Kv4.2 Kv4.3 Kir2.1 KvLQT1 minK 
Dilution 1 :25 1 :50 1 :25 1 :25 1 :50 1 :25 1 :50 
Compagnie Upstate Alomone Alomone Alomone Alomone Alomone Alomone 
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2.3 La détubulation au formamide 
Après que les cellules aient été isolées (voir isolation de myocytes ventriculaires), 
elles ont été incubées 10 minutes dans une solution de Tyrode contenant 1,5 M de 
formamide. Ensuite, elles ont été remises dans la solution de Tyrode normal pendant 1 ° 
minutes afin d'effectuer la période de lavage. Elles ont été à nouveau déposées dans une 
solution de Tyrode pour compléter le lavage et s'assurer qu'il n'y a plus de formamide, 
jusqu'à leur utilisation. Cette technique a été mise au point par le groupe de Clive Orchard 
de l'Université de Leeds, Angleterre.44 
2.4 Induction d'infarctus par ligature de coronaire 
Tout d'abord, l'animal est anesthésié avec l'isoflurane 2,5% et un débit d'oxygène 
de 0,5 Vmin. La souris est mise dans une boite d'induction. Lorsque l'animal est 
anesthésié, la buprénorphine a 0,05 mglkg est injecté intra-péritonéale. Puis l'animal est 
intubé avec un cathéter de 20G, relié à un respirateur Hugo Sachs elektronik Minivent type 
845. La fréquence respiratoire est de 160 BPM avec un volume courant de 0,25mVmin. 
L'animal est ensuite placé sur un tapis chauffant à eau (Gaymar t-pump) en position dorsale 
et les yeux sont recouverts d'un peu de gel Lacrilub afin de protéger les yeux du 
dessèchement. Des électrodes pour enregistrer l'ECG sont ensuite placées en position Dl. 
Les pattes antérieures sont maintenues sur le tapis chauffant et les pattes postérieures sont 
attachées en position supine pour que la partie gauche des côtes soit plus facilement 
accessible. L'animal est rasé par application de la crème épilatoire (Veet) pendant deux 
minutes, celle-ci est enlevée avec des gazes et la peau est rincée avec de l'eau tiède. La 
peau est ensuite désinfectée en mettant de la chlorexidine (dexidine 0,5%) qui sèche 2 
minutes. L'incision est faite en débutant du sternum vers la patte antérieure gauche sur une 
longueur de 2 cm. Le muscle pectoral transverse est séparé du conjonctif et repoussé du 
côté sternal. Puis le muscle pectoral profond est repoussé en latéral. Une incision entre les 
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côtes 3 et 4 sur 0.5 cm de long est faite. L'artère coronaire interventriculaire antérieure est 
repérée. Le péricarde est déchiré, puis avec un fil 10-0 (ethilon 9009G) une ligature de 
l'artère est faite à 1 mm en dessous de l'oreillette. La qualité de la ligature est vérifiée par 
le changement de couleur. C'est-à-dire par l'apparition d'une zone grise correspondant à la 
zone infarciée. L'ouverture au niveau des côtes est refermée avec un fil de soie 5-0 
(Sherwood Davis and Geck 1022-21). Puis les muscles, qui ne devraient pas être déchirés, 
sont remis en place. Quelques gouttes de saline sont ajoutées afin de réhumidifier les 
tissus. Finalement, la peau est fermée avec trois agrafes. L'isoflurane est ensuite fermée 
mais la respiration artificielle est maintenue en surveillant l'augmentation du rythme 
cardiaque. L'inversion de l'onde T caractéristique de l'infarctus est aussi surveillée. 
Lorsque l'animal cherche à respirer seul, l'intubation est cessée. Il est maintenu sur le tapis 
chauffant jusqu'à son retour complet à l'état d'éveil. L'animal est ensuite remit dans sa 
cage qui est maintenue sur un tapis chauffant pendant 2 jours pour éviter les problèmes de 
thermorégulation. 
3 Résultats 
3.1 Validation des méthodes utilisées 
3.1.1 V érification de la spécificité des anticorps contre les canaux 
potassiques 
Dans la figure 3.lA, le patron de marquage de chacun des canaux potassiques 
fonctionnels est montré. Tous les canaux potassiques observés dans cette expérience 
semblent avoir une localisation similaire, caractérisée par un marquage au niveau de la 
membrane plasmique ainsi que par un patron de stries transverses et axiales. Les stries, 
sont clairement définies, et positionnées à un intervalle régulier. Pour démontrer que les 
anticorps contre les canaux potassiques ne reconnaissaient pas d'autres protéines exprimées 
dans les myocytes cardiaques, la spécifièité a été testée avec un marquage 
immunofluorescent en présence de l'antigène en excès. Les données présentées dans la 
figure 3.lB établissent clairement qu'aucune autre protéine n'est reconnue par ces anticorps 
puisque le signal obtenu est très faible et à peine différent du bruit de fond. 
3.1.2 Déconvolution des images de microscopie confocale 
Une comparaison des résultats obtenus avec et sans la déconvolution est présentée 
dans la figure 3.2. La déconvolution est une technique de traitement d'images par 
ordinateur qui ne modifie ne rien les résultats obtenus mais qui permet d'obtenir meilleure 
résoltution. Il est évident que sans la déconvolution l'image est beaucoup moins claire est 
que la définition obtenue est vraiment moins élevée. Donc toutes les images présentées par 
la suite ont été déconvoluées afin d'obtenir la meilleure résolution possible. 
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Figure 3.1 La spécificité des anticorps contre les canaux potassiques. 
A) Gauche: La détection par immunofluorescence des canaux K+ étudiés 
dans les myocytes ventriculaires de souris adultes. Droite: Le contraste de 
phase de la même cellule D) Gauche: Préincubation de l'anticorps avec la 
protéine de fusion en excès, contre laquelle les anticorps ont été générée. 










Figure 3.2 Comparaison des images avant et après la déconvolution. Des 
marquages contre Kir2.1 et pour le WGA dans des myocytes ventriculaires de souris 
adultes avant (gauche) et après (droite) déconvolution. Les signaux rouge et vert 
indiquent la présence de Kir2.1 et de la WGA respectivement. La superposition des 
deux images montre une co-localisation (signal jaune) significative de Kir2.1 et WGA 
dans les stries transverses des myocytes ventriculaires de souris adultes. Cette figure 
montre que la déconvolution améliore grandement la résolution des images. 
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3.1.3 Comparaison des marqueurs de tubules T 
Il a été discuté dans l'introduction qu'il existe plusieurs façons de marquer les 
tubules T. Deux de ces méthodes ont été employées dans notre laboratoire. Afin de 
sélectionner une seule des deux méthodes, une comparaison des résultats obtenus avec les 
deux marqueurs, la WGA et le di-8-ANEPPS, a été faite. La figure 3.3 montre que les deux 
marquages sont semblables, autant au niveau de la cellule de nouveau-né que de l'adulte. 
La striation axiale et transverse est facilement reconnaissable dans les deux cas, le 
marquage au niveau de la membrane plasmique est aussi assez semblable. La seule 
différence semble se située au niveau de la résolution. Avec la WGA, le marquage obtenu 
semble plus fin et mieux défini, surtout au niveau de la membrane plasmique de nouveau-
né et des stries dans la cellule adulte. C'est donc pour cette raison que la WGA a été préféré 
au di-8-ANEPPS. 
3.2 Les effets de la détubulation 
3.2.1 Au niveau de l'imagerie 
Les effets d'un traitement au formamide ont ensuite été évalués afin de déterminer 
l'impact des tubules T dans la physiologie normale de la cellule cardiaque de souris adultes. 
Dans la figure 3.4 le marquage obtenu pour la cellule contrôle, correspond bien à la 
description des tubules T. C'est-à-dire un marquage à l'intérieure de la cellule avec des 
lignes dans les sens axiales et transverses, évidemment le marquage de la membrane 
plasmique est toujours présent. Dans la cellule traitée au formamide, il est facile de noter la 
perte des stries situées à l'intérieur de la cellule, surtout au niveau du centre. Près de la 
membrane plasmique, il est possible d'observer quelques bouts de tubules T encore 
présents. Mais la différence avec la cellule contrôle est évidente quand à la perte de ce 
réseau. Ce qui est intéressant de noter, c'est que le marquage de la membrane plasmique 








Figure 3.3 Comparaison de deux marqueurs· de tubules T dans 
les myocytes de souris nouveau-nées et adultes. Un marquage 
immunofluorescent de la membrane cellulaire avec la WGA et le 
Di-8-ANEPPS dans des myocytes ventriculaires de souris de 
nouveau-nées, de 7 jours et adulte. 
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Contrôle Traitement 
formamide (1.5 M) 
Figure 3.4 Détubulation au formamide. Le marquage à la WGA au niveau des myocytes ventriculaires de souris 
adultes sous des conditions contrôles et après un traitement au formamide (1.5 M, 10 minutes de lavage), montre 
que la WGA n'a plus accès aux tubules T après le traitement au formamide, seulement un marquage en périphérie 
de la cellule est encore présent. 
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traitement au formamide. Par contre la WGA n'a plus accès aux tubules T indiquant la 
rupture des liens entre les deux systèmes. 
3.2.2 Au niveau de l'électrophysiologie 
De plus, la densité des courants potassiques totaux des myocytes ventriculaires de 
souns adultes diminuent de façon significative après une manœuvre de détubulation. 
Comme la figure 3.5, qui présente une étude de patch-clamp sur cellule entière le montre. 
Les données utilisées pour le montage de la figure 3.5 ont été récoltées avant mon arrivée 
dans le laboratoire par une autre étudiante, Véronique Trépanier-Boulay. 
3.3 Co-localisation des canaux potassiques et des tubules T au 
niveau des myocytes ventriculaires de souris adultes 
3.3.1 Les canaux potassiques fonctionnels chez la souris adulte 
Les expériences suivantes ont été entreprises afin de vérifier si la diminution des 
courants potassiques totaux pouvaient être reliée à la perte de tubules T. En effet, il a été 
mentionné précédemment que la densité des courants potassiques totaux sont diminuée 
dans les cellules exposées au formamide et que ces cellules montrent une perte de tubules 
T. Cela pourrait permettre de savoir si les canaux potassiques sont situés dans les tubules 
T. Les figures 3.6 à 3.10 illustrent la localisation des canaux potassiques fonctionnels. La 
figure 3.6 décrit la localisation du canal Kv1.5. Le marquage en rouge qui correspond à 
Kv1.5 est localisé au niveau de la membrane plasmique et aussi dans le cytoplasme, où il 
suit un marquage en forme de treillis composé de stries axiales et transverses toujours 
séparées par une distance constante. Le marquage en vert, quant à lui, représente la WGA, 
la substance qui se lie aux membranes incluant les tubules T. Le résultat est semblable à 
celui observé dans la figure 3.4 pour la cellule contrôle, c'est-à-dire un marquage 
plasmique ainsi que cytoplasmique strié dans les sens axial et transverse de manière 
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Figure 3.5 Effet de la détubulation sur les courants potassiques. Gauche: Des exemples de traces de courants 
superposés des courants potassiques totaux (IPeak) enregistrés dans des myocytes ventriculaires de souris adultes sous 
conditions contrôles et après un traitement au formamide (1.5 M, 10 min. lavage). Droite: Les courbes IV 
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Figure 3.6 Marquage du canal Kv1.5 et sa co-localisation avec la WGA dans les myocytes de souris aduJtes. 
Le marquage fluorescent rouge et vert indique la présence de Kv1.5 et de la WGA respectivement. La superposition 
des deux images montre une co-localisation significative entre Kv1.5 et la WGA dans les stries transverses de 
myocytes ventriculaires de souris adultes. 
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régulière. Le troisième panneau est composé de la superposition des deux images 
précédentes. Un pixel de couleur jaune est obtenu lorsque 'un pixel rouge et un pixel vert 
sont au même endroit. Le marquage de couleur jaune représente donc la co-localisation. 
Cette co-localisation s'observe au niveau de la membrane plasmique ainsi que dans les 
stries axiales et transverses du cytoplasme. Il est intéressant de noter que la distance entre 
deux rangées de tubules, axiales ou transverses, est légèrement inférieure à 2 ~m, comme il 
est possible de l'observer dans le petit encadré représentant un plus fort grossissement. 
Cette valeur ressemble beaucoup à la valeur de 1,8 !lm des tubules T de rat rapportée dans 
la littérature. 16 Dans les figures 3.7 à 3.10, les résultats obtenus sont semblables à ceux de 
Kv1.5 mais le marquage en rouge correspond à Kv2.1, Kv4.2, Kv4.3 et Kir2.1, 
respectivement. Tandis que le marquage en vert représente toujours la WGA et le jaune la 
superposition des deux images donc la co-localisation. 
3.3.2 Les canaux potassiques non-fonctionnels chez la souris adulte 
Dans les figures 3.11 et 3.12, les mêmes types de marquage ont été effectués. Donc 
en vert, c'est la WGA, en rouge les canaux potassiques minK et KvLQTl. La différence 
avec les figures précédentes, c'est que cette fois ce sont des canaux potassiques qui ne 
correspondent à aucun courant potassique dans la cellule de ventricule de souris adultes, 
d'où la désignation de canaux non-fonctionnels. Puisque ces canaux n'ont pas de fonction 
dans ces cellules, leur localisation dans les tubules T n'est pas nécessaire. C'est ce qui est 
, observé pour minK. Comme montré par la figure 3.12, dans le panneau de co-localisation 
il y a très peu de pixels jaunes. De plus, le grossissement dans le bas de la figure montre 
bien que les rangées de marquage rouge sont situées entre les rangées de vert. Pour 
KvLQTl, cela n'est pas aussi clair. Beaucoup de pixels jaunes sont observés, donc il 
semble co-localisé avec les tubules T (figure 3.11). Malgré sa co-localisation possible avec 
les tubules T, une explication peut être trouvée dans le marquage de minK. Pour que 
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Figure 3.7 Marquage du canal Kv2.1 et sa co-localisation avec le WGA dans les myocytes de souris adultes. 
Le marquage fluorescent rouge et vert indique la présence de Kv2.l et de la WGA respectivement. La superposition 
des deux images montre une co-localisation significative entre K v2.1 et la WGA dans les stries transverses de 











Figure 3.8 Marquage du canal Kv4.2 et sa co-localisation avec la WGA dans les myocytes de souris adultes. 
Le marquage fluorescent rouge et vert indique la présence de Kv4.2 et de la WGA respectivement. La superposition 
des deux images montre une co-localisation significative entre Kv4.2 et la WGA dans les stries transverses de 
myocytes ventriculaires de souris adultes. 
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Figure 3.9 Marquage du canal Kv4.3 et sa co-localisation avec la WGA dans les myocytes de souris adultes. 
Le marquage fluorescent rouge et vert indique la présence de Kv4.3 et de la WGA respectivement. La superposition 
des deux images montre une co-localisation significative entre Kv4.3 et le WGA dans les stries transverses de 
myocytes ventriculaires de souris adultes. 
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Figure 3.10 Marquage du canal Kir2.1 et sa co-localisation avec la WGA dans les myocytes de souris adultes. 
Le marquage fluorescent rouge et vert indique la présence de Kir2.1 et de la WGA respectivement. La superposition 
des deux images montre une co-localisation significative entre Kir2.1 et la WGA dans les stries transverses de 
myocytes ventriculaires de souris adultes. 
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Figure 3.11 Marquage du canal KvLQTl et sa co-localisation avec la WGA dans les myocytes de souris adultes. 
Le marquage fluorescent rouge et vert indique la présence de KvLQTl et de la WGA respectivement. La superposition 
des deux images montre une co-localisation significative entre KvLQTl et la WGA dans les stries transverses de 
. myocytes ventriculaires de souris adultes. 
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Figure 3.12 Marquage de minK et sa co-localisation avec la WGA dans les myocytes de souris adultes. 
Le marquage fluorescent rouge et vert indique la présence de minK et de la WGA respectivement. La 
superposition des deux images ne montre pas de co-localisation significative entre minK et la WGA. Il est 
même possible de voir que minK se situe entre les stries transverses de la WWGA dans les myocytes 
ventriculaires de souris adultes. 
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KvLQTI soit actif, il nécessite la présence de la sous-unitée minK. La figure 3.12 a 
montrée que celle-ci n'est pas dans les tubules T. Cela pourrait expliquer que KvLQTI 
malgré sa présence dans les tubules T ne produise pas un courant K+ fonctionnel. 
3.4 Le développement chez la souris au niveau des myocytes 
ventriculaires 
3.4.1 Évolution des courants potassiques et du potentiel d'action au 
niveau ventriculaire 
Les courants potassiques commencent très petits et augmentent suivant le 
développement de la cellule. C'est ce que montre les courbes IV de Ipeak, dans la figure 
3.13B. Le courant de la cellule néonatale a une valeur moyenne de 6 pNpF 
comparativement à 17 pNpF pour la cellule de 7 jours, 45 pNpF pour celle de 19 jours et 
70 pNpF pour l'adulte. Tandis que pour les durées des potentiels d'action, l'effet inverse 
est observé. Ce qui est normal puisque la durée du potentiel d'action est fonction de 
l'amplitude des courants potassiques. Donc il était attendu que les potentiels d'action les 
plus long seront au niveau néonatal, là où les courants potassiques sont les plus petits et 
qu'ils raccourciront durant le développement (figure 3.13A). Les cellules de souris 
nouveau-nées ont des courants potassiques dont les amplitudes sont semblables aux cellules 
qui ont été traitées au formamide. De plus, le traitement au formamide a pour effet de 
séparer, par un choc osmotique, le lien entre la membrane plasmique et le réseau de tubules 
T. Ces données suggèrent donc que la présence des tubules T ait une importance dans 
l'amplitude des courants potassiques et leur participation dans le couplage excitation-
contraction. Les données électrophysiologiques utilisées dans cette figure ont été récoltées 
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Figure 3.13 Changements du décours des potentiels d'action en 
fonction du développement postnatal dans les myocytes 
ventriculaires de souris. A) Des potentiels d'action typiques 
enregistrés chez des cellules de souris nouveau-nées, de 7 jours, de 
20 jours et adultes. D) Des exemples de traces de courants 
superposés des courant potassiques totaux (lpeak) enregistrés à partir 
des différents groupes d'âge.(adapté de Grandy et al.)46 
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3.4.2 La co-localisation pendant le développement postnatal au Biveau 
ventriculaire chez la souris 
D'autres études de co-localisation ont été faites, cette fois sur des cellules de 
nouveau-nées. Comme les courants potassiques des souris nouveau-nées sont de plus faible 
amplitude et que cette amplitude correspond à celle des cellules détubulées, une absence de 
co-localisation entre les tubules T et les canaux potassiques semblait possible. La figure 
3.14 montre bien qu'il n'y a pas de co-localisation pour aucun des canaux potassiques 
fonctionnels. Puisque, comparativement aux figures précédentes (3.6 à 3.10), il n'y a pas 
de pixel jaune dans la superposition des deux images. Encore une fois le marquage en 
rouge représente les canaux potassiques tandis que le vert est pour la WGA. Il est évident 
que le marquage de la WGA n'est pas situé aux mêmes endroits. À ce stade, seulement la 
membrane plasmique est marquée avec le noyau. Il n'y a pas de marquage cytoplasmique, 
encore moins de stries qui sont observées. La localisation des canaux potassiques aussi 
diffère par rapport à l'adulte. Il n'y a pas de marquage à la membrane. La totalité du 
marquage est cytoplasmique. Il n'y pas de structure définie dans le cytoplasme comme les 
stries observées chez l'adulte. Au stade de 7 jours, un autre patron de marquage est 
observé, aussi bien pour les canaux potassiques que pour la WGA. La WGA donne 
maintenant un signal plus important dans le cytoplasme malgré qu'il n'y ait pas encore de 
structures t-tubulaires clairement définies. Les canaux potassiques se localisent maintenant 
au niveau de la membrane plasmique ainsi que dans le cytoplasme. Une co-localisation est 
maintenant observée à ces deux endroits comme le montre le marquage jaune dans la figure 
3.14. 
Kv1.5 (1:40) + Kv2.1 (1:100) + Kv4.2 (1:150) + Kv4.3 (1:100) + Kir2.1 (1:200) + 
WGA (1 :10) WGA (1:10) WGA (1 :10) WGA (1:10) WGA (1:10) 
Figure 3.14 Marquage immunofluorescent des canaux K+ fonctionnels et à la WGA dans les 
myocytes ventriculaires de souris nouveau-nées. Le signal rouge indique la présence des canaux K+ 
fonctionnels tandis que la coloration verte correspond au marquage membranaire de la WGA. Peu ou 
pas de co-localisation (jaune) n'est observée. Données acquises par Louis Villeneuve et Véronique 
Trépanier-Boulay 
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3.5 Les modèles pathologiques chez la souris 
3.5.1 Le modèle de souris transgénique surexprimant le récepteur 
adrénergique alphalB 
Puisqu'il a déjà été rapporté dans la littérature que la structure des tubules T 
pouvaient se modifier avec certaines pathologies, entre autres, dans l'insuffisance 
cardiaque, une évaluation des tubules T dans un modèle d'insuffisance cardiaque a été 
effectué 19. Premièrement, la caractérisation du modèle était nécessaire. La figure 3.15A 
(adapté de Lemire et al.) montre deséchocardiographies réalisées chez les souris contrôles 
et transgéniques à l'âge de 9 mois. Il est possible d'observer une augmentation de l'aire 
télésystolique et télédiastolique du ventricule gauche chez les souris transgéniques, ce qui 
indique une dilatation du ventricule gauche. Lors des échocardiographies, le changement 
d'aire fractionnel a aussi été évalué puisqu'il représente la fonction systolique ventriculaire 
gauche. Une diminution d'environ 20% dans le groupe des souris transgéniques a été 
mesuré indiquant ainsi une insuffisance cardiaque.2 Ensuite, afin de vérifier si 
l'insuffisance cardiaque était hypertrophique, des mesures de ratio masse du ventricule 
gauche/longueur de tibia ainsi que de capacitance cellulaire ont été faites dans les groupes 
contrôles et transgéniques( données acquises par Kat y Rivard). Comme montré dans la 
figure 3.15B, aucune différence significative n'a été observée dans le ratio masse du 
ventricule gauche/longueur du tibia ni dans les capacitances cellulaires. Cela indique qu'il 
s'agit d'une insuffisance cardiaque dilatée. Ensuite, des mesures des courants potassiques 
en patch-clamp ont été réalisées sur des souris transgéniques ainsi que sur des souris 
contrôles (nées de la même portée qui n'ont pas reçu le transgène). Il est possible 
d'observer que Ipeak est diminué chez les souris transgéniques, par rapport aux contrôles, 
comme le montre les exemples typiques dans la figure 3.16A ainsi que les courbes I-V 
moyennes (Figure 3.16B). Puisque les courants potassiques sont diminués de façon 
significative et que ceux-ci dépendent des tubules T, la vérification des tubules T a été faite 
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Figure 3.15 Phénotype pathologique cardiaque des souris alB-AR A) 
Échocardiographies représentative pour chaque groupe d'animal montrant 
une dilatation ventriculaire gauche.2 B) Comparaison de la masse 
ventriculaire gauche et de la longueur du tibia ensuite de. la capacitance 
cellulaire entre les groupes transgéniques et contrôle montrant qu'il n'y a 
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Figure 3.16 Comparaison de Ipeak au niveau des myocytes ventriculaires de souris contrôles et 
de souris transgéniques surexprimant les récepteurs adrénergiques œlB •. A) Exemple typique de 
familles de courants K+ en fonction du voltage appliqué, provenant de myocytes ventriculaires de 
souris contrôles et transgéniques. (fréquence de 0.1 Hz) B) Des courbes I-V moyennes pour le 
courant K+ total (Ipeak) mesuré pour l'ensemble des cellules dans les deux groupes présentés en A. 
Données acquises par Véronique Trépanier-Boulay VI o 
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dans les deux types de souris. Mais aucune différence n'a été observée quand à la quantité· 
de tubules T ou à la structure du réseau (résultats non montrés). 
3.5.2 Le modèle infarctus par ligature de l'interventriculaire antérieure 
Louch et al, ont rapporté que quatre semaines après l'infarctus, une diminution et 
une désorganisation du réseau de tubules T étaient observables chez la souris. La même 
expérience a donc été tentée.32 Comme le montre la figure 3.17, il n'y a aucune différence 
dans le réseau de tubules T des souris ayant subi un infarctus par rapport aux souris 
contrôles. Que ce la soit pour la quantité de tubules ou l'organisation du réseau aucun 
changement n'a été observé dans nos expériences. 
3.6 Autres réalisations pendant ma maîtrise 
Outre les résultats présentés dans cette section, j'ai utilisé d'autres techniques dans 
ma maîtrise pour des vérifications de résultats ou pour aider certains collègues avec leurs 
projets. Plusieurs immunobuvardages de type Western ont été faits pour vérifier les 
anticorps, mais aussi pour valider les résultats obtenus auparavant sur les souris 
surexprimant le récepteur adrénergique alphalB. Des essais de quantification d'ARN par 
RNAse protection assay ont aussi été faits pour ces mêmes souris. C'est donc une autre 
technique que j'ai apprise au cours de ma maîtrise. Ensuite, toujours pour les souris 
transgéniques alB-AR, des ECG sur cœurs isolés ont été réalisés, afin de revalider certaines 
données. Ma participation à ce projet m'a d'ailleurs valu une place comme co-auteur sur 
un article portant sur la caractérisation de la repolarisation cardiaque chez la souris 
surexprimant le récepteur adrénergique alphalB qui est présentement en évaluation dans la 
revue « The Journal ofPhysiology». 
Opéré sans ligature 4 semaines post-infarctus 
Figure 3.17 Comparaison des tubules T entre les myocytes ventriculaires de souris ayant subi un 
infarctus et les contrôles. Un marquage à la WGA a été effectué sur des myocytes de souris ayant subi 
un infarctus par la ligature de l'artère coronaire interventriculaire antérieure ( à droite) et sur des souris 
opérées sans ligature (à gauche). Aucune différence significative n'est observable entre les deux groupes 
au niveau du réseau de tubules T. 
4 Discussion et conclusion 
4.1 Résumé des résultats 
Jusqu'à maintenant, il a été démontré que les canaux fonctionnels dans les myocytes 
de ventricules adultes sont situés dans les tubules T ainsi que dans la membrane 
sarcolemmale. Cela a été 'démontré de plusieurs façons, premièrement par 
l'immunofluorescence. Des doubles marquages à la WGA couplé à un fluorophore et des 
anticorps contre les canaux potassiques fonctionnels ont montrés de la co-localisation entre 
les tubules T, représentée par le signal jaune observé dans les figures 3.6 à 3.10. De plus, le 
traitement au formamide, qui cause un bris des liens entre la membrane plasmique et les 
tubules T entraîne aussi une diminution de la densité des courants potassiques. Cela 
suggère, de façon indirecte que les canaux potassiques fonctionnels sont localisés dans les 
tubules T. Les canaux potassiques non-fonctionnels deviennent des points de comparaison 
intéressants. Puisque les canaux fonctionnels sont dans les tubules T, il est tentant 
d'extrapoler que les canaux non-fonctionnels ne devraient pas y être. KvLQTl, qui est un 
des canaux potassiques non-fonctionnels dans les myocytes de souris adultes, est localisé 
dans les tubules T comme le montre la figure 3.11. Cela peut paraître surprenant, mais 
pour être fonctionnel KvLQTl nécessite la présence de sa sous-unité minK. Évidemment 
la localisation de minK a ensuite été évaluée. La figure 3.12 montre que minK n'est pas 
localisé dans les tubules T donc que KvLQTl ne devrait pas générer un courant fonctionnel 
malgré sa présence dans les tubules T. Ensuite, le développement des courants potassiques 
a été évalué, puisque les cellules ventriculaires de souris nouveau-nées sont un autre 
modèle de cellules sans tubule T. Les densités de courants potassiques dans les myocytes 
ventriculaires de nouveau-nées avaient déjà été mesurées dans le laboratoire. Elles étaient 
plus faibles que les densités de courants potassiques chez les adultes. Suite aux résultats 
des densités, des potentiels d'action plus longs dans les cellules de souris nouveau-nées 
étaient attendus. Les résultats d'immunofluorescence corroborent ce qui a été obtenu en 
électrophysiologie. C'est-à-dire que le réseau de tubules T observé n'est pas formé, aucune 
strie n'est observée, de plus aucune co-localisation entre les tubules T et les canaux 
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potassiques fonctionnels n'est observée. Puisque certains groupes ont rapporté une 
modification des tubules T dans certaines pathologies, deux modèles d'insuffisance 
cardiaque ont été évalués. Dans le modèle de surexpression des récepteurs adrénergiques 
alpha18, aucune modification au niveau des tubules T n'a été observée. Le même constat 
est fait pour le modèle d'infarctus causé par la ligature de coronaire. 
4.2 Les canaux fonctionnels et les tubules T au niveau des 
ventricules de souris adultes 
Comme il a été démontré dans la section précédente, les canaux potassiques 
fonctionnels sont localisés dans les tubules T des myocytes ventriculaires de souris adultes. 
Ce constat, malgré qu'il n'avait jamais été démontré, n'est pas surprenant. Notre 
laboratoire avait déjà montré que le canal Kir2.1 semblait localisé dans les tubules T et que 
cette localisation pourrait avoir un lien dans l'accumulation de potassium ainsi que la 
mesure d'un courant de queue.25 Un autre groupe avait déjà démontré que le canal Kv4.2 
est dans les tubules T au niveau du myocyte ventriculaire de rat adulte.23 Puisque que ce 
canal génère en partie le courant Ito qui est un courant fonctionnel dans les myocytes 
ventriculaires de rats adultes, il était plausible de penser que les canaux potassiques 
fonctionnels seraient localisés dans les tubules T au niveau des myocytes ventriculaires de 
souris. Mais les canaux potassiques ne sont pas les seules structures importantes qui sont 
localisées dans les tubules T. Le groupe de Orchard a démontré que les canaux calciques 
de type L, qui sont impliqués de façon majoritaire dans le couplage excitation-contraction, 
sont présents au niveau des tubules T.33 En plus d'être présents, ils sont concentrés dans ce 
réseau de membranes spécialisées en regard à la membrane sarcolemmale. Les récepteurs à 
la ryanodine, qui sont les deuxièmes structures nécessaires à l'amorce du CICR, avec les 
canaux calciques de type L, sont localisés dans les réticulum sarcoplasmique jonctionel, 
tout près des tubules T.33 Les structures impliquées dans le transport du sodium tel 
l'échangeur sodium-calcium, l'échangeur Na+-H+ ainsi que les canaux sodiques voltage-
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dépendant, sont aussi localisés dans les tubules T au niveau des myocytes ventriculaires de 
rats adultes.28 Il semble donc que toutes les structures impliquées dans le potentiel d'action 
soient localisées dans les tubules T ou à grande proximité de ceux-ci. Il est donc logique de 
penser que cette structure est nécessaire pour que le potentiel d'action soit propagé de la 
façon la plus efficace possible. Pour des animaux comme les souris, qui ont des battements 
cardiaques dans les environs de 600 par minutes, les tubules T prennent beaucoup 
d'importance. Donc plus les battements cardiaques sont élevés plus les tubules T semblent 
importants. Cela pourrait être une des raisons pourquoi le rat et la souris, deux petits 
rongeurs donc les cœurs battent à des rythmes très élevés, possèdent un système de tubules 
T si développé par comparaison avec d'autres mammifères plus grand comme le porc et 
l'humain. Par contre, comme le montrent des changements possibles dans le réseau des 
tubules T lors de pathologies, cette structure membranaire spécialisée aurait aussi une 
importance non négligeable au niveau des myocytes qui battent à des rythmes moins élevés, 
comme ceux de l'humain. 57 Lorsque traité au formamide, les cellules de ventricules de 
souris adultes, perdent' une grande partie de leur réseau de tubules T. Il a déjà été 
mentionné que cela provoque une diminution importante des courants potassiques. Si les 
courants potassiques diminuent, cela entraîne automatiquement l'allongement des 
potentiels d'action. Cette perte d'efficacité au niveau de la phase de repolarisation 
empêcherait la cellule de battre à des rythmes physiologiques pour qu'elle soit aux environs 
de 600 par minute. Ce changement n'affecte pas seulement la repolarisation, mais puisque 
beaucoup de structures sont dans les tubules T, toutes les phases du potentiel d'action sont 
touchées. C'est donc une modification de tout le couplage excitation-contraction qui est 
observée. En effet, la relâche de calcium, qui est habituellement synchrone dans le temps et 
l'espace de la cellule, débute à la surface de la cellule pour ensuite se propager vers le 
centre. Tandis que dans les myocytes ventriculaires de rats adultes traités au formamide 
une relâche de calcium asynchrone est observée. Cette libération transitoire de calcium 
dans le cytoplasme est plus petite et plus longue que celle enregistrée dans les myocytes 
contrôles, malgré que le contenu en calcium du réticulum sarcoplasmique soit identique. 58 
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Il semblerait que la détubulation ait aussi des effets sur les adaptions causées par le 
changement de rythme. Puisque l'échangeur sodium-calcium est localisé majoritairement 
dans les tubules T, et que celui-ci serait le principal facteur d'adaptation aux changements 
de rythme58, la perte des tubules T cause une diminution de l'effet de l'échangeur sodium-
calcium. En effet la fonction de l'échangeur sodium-calcium est d'échanger un ion sodium 
contre un ion calcium en suivant le gradient présent dans les cellules. Donc, plus la charge 
en sodium est importante plus les ions calciques pourront entrer dans la cellule. Ce 
changement de l'influx sodique en influx calcique provoquerait une charge en calcium plus 
importante dans la cellule, permettant la contraction lors de situation où 1'influx calcique 
provenant des canaux calciques de type L n'est plus suffisant, entre autres lors de 
l'augmentation du rythme.58 
4.3 Les tubules T et le développement post-natal au niveau du 
ventricule de souris 
Il était déjà connu que les tubules T ne sont pas formés dans les cellules 
ventriculaires de rats néonatales. Donc, les résultats de microspectrofluorimétrie confocal 
qui ne montrent aucune co-localisation entre les canaux potassiques et les tubules T ne sont 
pas surprenants. Par contre, une comparaison intéressante peut être faite entre les cellules 
de nouveau-nées, qui ne possèdent pas de tubules T et les cellules traitées au formamide, 
dont le réseau de tubules T a été remodelé pour se sceller à l'intérieur de la cellule suite au 
choc osmotique. Lorsque les courants potassiques des myocytes ventriculaires de souris de 
1 jour sont mesurés, les amplitudes obtenues correspondent aux valeurs observées dans les 
cellules traitées au formamide. Il est donc possible de dire que le traitement au formamide 
ramène la cellule ventriculaire de souris adultes à un état qui était présent avant le 
développement du réseau de tubules T. Le groupe de Glen Tibbits travaille sur le 
développement du couplage excitation-contraction au niveau du myocyte ventriculaire de 
lapin.27 Comme chez tous les autres mammifères, le couplage excitation-contraction du 
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myocyte ventriculaire de lapin adulte dépend majoritairement des canaux calciques de type 
L par le CICR.59 Les canaux calciques de type L sont majoritairement situés dans les 
tubules T. Ils doivent co-localiser avec les récepteurs à la ryanodine du réticulum 
sarcoplasmique jonctionel pour former la dyade et les triades afin de provoquer le CICR et 
ainsi amorcer le couplage excitation-contraction. Mais il n'y a pas de tubules T au niveau 
des myocytes ventriculaires de lapins nouveau-nés. Plus encore, Sedarat et al ont montré 
qu'il n'y avait pas de co-localisation entre les canaux calciques de type L et les récepteurs à 
la ryanodine. Les myocytes ventriculaires de lapins nouveau-nés se contractent quand 
même. Alors comment font-ils pour y arriver s'ils n'ont pas tous les éléments du CICR? 
En fait l'influx calcique des cellules de lapins nouveau-nés dépendrait majoritairement du 
transport rétrograde de la part de l'échangeur sodium-calcium.6o L'échangeur sodium-
calcium va habituellement expulser du calcium du cytoplasme en faisant entrer du sodium. 
Lorsque les gradients se renversent, il peut faire entrer du calcium en expulsant du sodium. 
La cellule de nouveau-né est faite pour ce type de couplage excitation-contraction, puisque 
l'échangeur sodium-calcium est très abondant dans la membrane sarcolemmale et son 
activité est plus grande que celle de l'échangeur sodium-calcium adulte?7 Alors ce 
pourrait-il que la cellule ayant subi une détubulation se tourne vers le mode de couplage 
excitation-contraction qu'elle utilisait avant le développement de son réseau de tubules T? 
C'est possible, puisque toutes les structures nécessaires au mode de couplage excitation-
contraction qui était utilisé avant le développement des tubules T sont présentes dans la 
cellule adulte malgré que la densité de l'échangeur sodium-calcium soit beaucoup plus 
faible chez l'adulte. Mais qu'en ait-il de la repolarisation dans les cellules ayant subi un 
traitement au formamide, soit les cellules détubulées. Pourraient-elles revenir à des 
mécanismes néonataux? Dans le cas des canaux potassiques c'est moins probable. Il faut 
se rappeler que la repolarisation dans les myocytes ventriculaires de souris nouveau-nées ne 
dépendent pas des mêmes canaux potassiques, et que comme démontrés dans la partie 
résultat, le canal KvLQTl ne co-localise pas avec sa sous-unité minK dans la cellule adulte 
que ce soit au niveau des tubules T ou de la membrane plasmique. Donc le courant IKs ne 
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peut pas redevenir fonctionnel suite à une détubulation à moins que la détubulation entraîne 
un changement au niveau des protéines afin que minK co-localise avec K v LQT 1. Peut-être 
que IKr pourrait le redevenir, pour le savoir une vérification de hERG et de sa sous-unité 
accessoire (MIRPI) devraient être faite afin de vérifier s'il ya co-localisation entre ces 
deux structures. Ce qui est plus probable dans le cas du changement de la repolarisation 
suite à la détubulation, c'est que Le myocyte se repolarise en utilisant seulement les canaux 
disponibles sur la membrane sarcolemmale. La perte de courant potassique enregistré suite 
à la détubulation correspond à un peu plus de 50% lors d'essais de patch-clamp fait dans 
notre laboratoire. Cette perte de courant potassique est plus importante que la perte de 
capacitance moyenne mesurée dans la littérature soit environ 25%.33 Cette observation 
suggère que les courants potassiques restant, correspondent aux courants potassiques de la 
. membrane plasmique. Cette différence entre la perte de capacitance et la perte de courant 
potassique suggère que, tout comme les canaux calciques de type L, les canaux potassiques 
pourraient être plus concentrés dans les tubules T que dans la membrane plasmique. Si 
cette différence de densité des canaux potassiques est réelle, les tubules T deviennent 
encore plus importants au niveau du potentiel d'action et du couplage excitation-
contraction en conditions physiologiques. Cette différence pourrait même avoir un impact 
dans des conditions pathologiques où une perte, même partielle, de tubules T entraînerait 
une perte encore plus importante de canaux potassiques donc une modification plus 
importante du potentiel d'action et du couplage excitation-contraction. 
4.4 Les tubules T dans les modèles pathologiques chez la souris 
Deux groupes ont rapporté une perte de tubules T ou bien un changement de 
l'architecture du réseau de tubules T, dans deux modèles différents d'insuffisance cardiaque 
un induit par tachycardie et l'autre par infarctus suite à la ligature d'une coronaire. 19, 32 La 
suite logique était donc de vérifier si dans le modèle d'insuffisance cardiaque, par 
surexpression du récepteur adrénergique alpham, des changements au niveau des tubules T 
étaient observés. Ce modèle a été choisi puisqu'il représente une forme d'insuffisance 
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cardiaque sans hypertrophie. La rationnelle de la perte de tubules T dans l'insuffisance 
cardiaque était basée sur les observations de Fowler et al. 58 Dans leurs expériences, les 
conséquences de la détubulation sur le couplage excitation-contraction avaient été évaluées. 
Leurs conclusions sont que les transients calciques, enregistrés sur les myocytes 
ventriculaires de rats adultes traités au formamide, sont plus petits, durent plus longtemps et 
ne sont pas synchronisés à travers toute la cellule. En fait, ils commencent en bordure et 
finissent vers le centre, contrairement à ceux observés dans les cellules contrôles qui sont 
synchrones. Ces résultats peuvent ressembler à ce qui a été observé sur des myocytes de 
cœurs insuffisants. En effet, O'Rourke et al. sont arrivés aux mêmes conclusions sur un 
modèle de myocytes ventriculaires de chiens adultes devenus insuffisants suite à une 
tachycardie prolongée.61 Tandis qu'un autre groupe a observé que les transients de 
calciques étaient plus petits et disparaissaient moins rapidement dans les myocytes 
ventriculaires insuffisants que dans les contrôles chez l'humain.56 Par contre, dans les deux 
derniers articles, aucune observation sur les tubules T n'avait été faite. He et al. ont 
démontré par la suite que les tubules T étaient affectés dans les myocytes ventriculaires de 
chiens insuffisants suite à une tachycardie. 19 Tandis que pour les myocytes ventriculaires 
d'humains, les observations des tubules T avaient déjà été faites par Schaper et al en 1991. 
Par contre, leurs conclusions étaient totalement différentes de celles de He et al. Ils avaient 
observé une dilatation des tubules T ainsi qu'une prolifération de cette structure.57 Tandis 
que nos observations, tel que décrites dans les résultats section 3.5, ne sont pas concluantes. 
En fait, aucune différence n'a été observé entre les myocytes ventriculaires de souris 
adultes surexprimant le récepteur adrénergique alphalB et les contrôles. Pourtant, lorsque 
les courants potassiques sont mesurés, une diminution est observée tout comme dans les 
cellules détubulées (Figure 3.16).· Lemire et al. ont démontré que ce modèle provoque bien 
une insuffisance cardiaque avec dilatation de toutes les chambres cardiaques et une 
prolongation des potentiels d'action(voir figure3.15).2 Nos résultats étaient surprenants 
puisque les autres groupes avaient rapporté des changements de tubules T dans 
l'insuffisance cardiaque. Ensuite, le modèle d'insuffisance cardiaque par induction 
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d'infarctus par ligation de l'interventriculaire antérieure utilisé par Louch et al. 32 a été 
utilisé. Les résultats obtenus étaient les mêmes que dans le modèle précédent c'est-à-dire 
qu'ils n'observaient aucun changement quant à la morphologie des tubules T ou de la 
quantité de tubules T (Figure 3.17). Cela était encore plus surprenant puisque la même 
méthode avait été utilisée, les résultats attendus auraient du être semblables à ceux obtenus 
par leur groupe. Pour le modèle alphalB, peut être que l'explication se trouve dans le 
modèle d'insuffisance cardiaque. Le modèle alphalB provoque une insuffisance cardiaque 
sans hypertrophie contrairement aux deux autres modèles soit la tachycardie et la ligature 
des coronaires. Donc, les changements de tubules T pourraient découler non pas de 
l'insuffisance mais de l'hypertrophie. Quant à nos résultats dans le modèle de ligature des 
coronaires, peut être que nos traitements n'ont pas induit une vraie insuffisance cardiaque, 
si par exemple l'infarctus n'était pas assez important. Il faut mentionner aussi que les 
myocytes utilisés étaient différents puisque nous avions utilisés des myocytes de la paroi 
libre antérieure du ventricule gauche qui sont des myocytes faisant parti de l'épicarde 
tandis que Louch et al. avaient utilisé des myocytes provenant du septum qui sont plutôt 
des myocytes de l'endocarde. Il est connu que les propriétés électrophysiologiques des 
cellules de l'épicarde sont différentes de celles des cellules de l'endocarde.6 Par exemple 
Kv1.4 est présent dans l'endocarde mais pas dans l'épicarde.62 Cela pourrait contribuer à 
expliquer les différences entre nos résultats et les leurs. 
4.5 Perspectives futures 
Ce projet a amené des ouvertures intéressantes par exemple l'implication possible 
de la perte de tubules T dans l'insuffisance cardiaque ainsi que la modification du couplage 
excitation-contraction dans les cellules traitées au fonnamide. D'autres expériences chez la 
souris devront être faites. Entre autres, il serait intéressant de traiter les cellules de 
nouveau-nées au fonnamide afin de voir les conséquences sur celles-ci, selon nos données 
il ne devrait y avoir aucun effet. Il pourrait aussi être pertinent d'ajouter d'autres moments 
du développement puisque seuls les états nouveau-nés et adultes ont été présentés ici. 
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Évidemment, les expériences en lien avec les ligatures de coronaIre pour causer 
l'insuffisance cardiaque devraient être refaites en vérifiant si une insuffisance cardiaque est 
bien établie. Un autre modèle que celui utilisant la surexpression du récepteur adrénergique 
alpha lB pourrait aussi être étudié. Par exemple, un modèle de surexpression du récepteur à 
l'angiotensine II de type I, qui provoque des conditions d'insuffisance semblable au modèle 
adrénergique, pourrait aider à vérifier si l'hypertrophie est nécessaire à la perte de tubules T 
puisque le modèle de surexpression du récepteur à l'Angiotensine II de type I provoque une 
insuffisance cardiaque accompagné d'une hypertrophie contrairement au modèle de 
surexpression du récepteur adrénergique alphalB. Ensuite, le même genre d'expériences 
pourrait être réalisé à nouveau mais sur d'autres modèles animaux telle porc et le chien 
pour fmalement le faire sur des cellules humaines. 
4.6 Conclusion 
En somme, ce projet de recherche nous a permIs de mIeux comprendre la 
repolarisation cardiaque des ventricules de souris. Il a été démontré que les canaux 
potassiques fonctionnels sont localisés au niveau des tubules T, ce qui n'avait jamais été 
fait jusqu'à présent dans les cellules cardiaques. Cette localisation semble avoir un rôle 
important à jouer dans leur fonction, comme indiqué par les résultats obtenus dans les 
essaies au formamide qui provoque une détubulation de la cellule. Les courants mesurés 
dans les cellules ainsi traitées sont de plus faible amplitude, ce qui allonge le potentiel 
d'action, modifiant ainsi le couplage excitation-contraction. Le développement des tubules 
T a aussi été évalué, pour voir si les courants potassiques d'amplitude maximale étaient 
atteints lorsque les canaux potassiques fonctionnels co-localisaient avec les tubules. T 
totalement développés. Finalement, des modèles d'insuffisance cardiaque ont été étudiés 
afin de voir l'impact de cette pathologie au niveau de l'architecture des tubules T. Aucune 
modification de cette structure de membrane spécialisée n'a été découverte à travers les 
expériences conduites. Nous avons montrés par ces expériences que les tubules T sont des 
structures très importantes pour le myocytes ventriculaires de souris puisqu'ils contribuent 
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à la contractilité cardiaque en condition physiologique de façon très importante 
particulièrement au niveau de la phase de repolarisation. Des modifications aux niveaux 
des tubules T entraîne des conséquences significatives dans le couplage excitation-
contraction et en particulier sur la repolarisation et la relaxation. Les résultats que nous 
avons obtenus rejoignent bien ce qui avait déjà été publié surtout en ce qui a trait à la 
localisation des canaux potassiques dans les tubules T. 
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